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Erfindungsanspruch: 



1. Verfahren zur Herstellung eines wasserl6slichen Diethylstilbestrol-Konjugats als Komnetitor h«lm 
fluoreszenzh.stochemischen Steroidhormon-Rezeptornachweis, diiitf^S^ Ji? 

- y-Brombuttersaureethylester mit Gberschussigem DES (II) Gber wasseXlem Ka^m7«rhnn- 
zu e.nem DES-ethoxycarbonylpropylother (IV) kondensiert, . Wasserfreiem Kallumkarbonat 

" Sl,S^^^ ,pro,,y ^ 2Um DES-carboxypropylether (V), der sogenannten DES- 

- eino groBere Zahl von DES-Siureresten nach der Mischanhydridtechnlk an die freien 

3. Verfahren nach Punkt 1. dadurch gekennzefchnet, dafj mehr als 15 aber weniaer als 40 DES R«ct« 
vorzugswe.se 25-40 DES-Reste, an ein TragerproteinmoiekGI gekoppelt warden. DES - Reste ' 

Hierzu 1 Seite Formeln 

Anwendungsgeblet der Erfindung 



Charakterlstlk der bekennten technlschen Losungen 

anschlieBenderTrennung des am ^SSS^SS^^n^Z^'^ ^T" °' n f * rBdio8,rt,v marktomm Steroldhormons. 
Radioaktlvitfitsvertellunc "Si! Trennune ESiSK 1 k Ho ™° n8n,el,s vom frolen H °™°" und Messung der . 

kann durch Einsatz elne rSIhf m!SirSS ^orS^TiS 8 dor . Po 'y <,c 'V ,a 1 mld - G « lt "«»kt~phorese erfolgen. In .Hen Fallen 

zw^.en rezcr* orpos.Jen SJ ^m^hJS^XS , S ,nBa ^ Wen ' fl8,enS ke ' n ° D,f ^™° 

of Estrogen Receptor «n hZHK^S^? TSSl^^^^S*^^^ -Cytochemlca. Study 
Progesterone Receptor, in MarnrnervCa7cin^ 

2S-30 Mole Prasteron ^^^^ncit^^'"^ ' o H r d : OXVpr0 9 es,oron - HS R SA-TMR.TC.Koni U ga« 
fluor« s , nn *mikroskopische ReWDtorbeLimm™ . ^ P / 'l!' 8 "* 9 ° finfle '•*»«•«*"»•«"• Aufwand ermoglicht as. 
wesantliche Vortoll dfeser hisSmfschLT M^h T , J, T 1"^°'™*°°*™™™ Laboratorlen durchzufuhren. Der 
undnlchtfluores,,^ 

hierbei die Randgebiete eines Kaninoma Mr HUChJ^T. ! Mammakarzlnoma ru erfassen. Besonders interessant sind 
Berber, rewptor^nportth,. ^SS^lt^^^T° f Pr .^ or,um ° r8 ' St " VOn ° roBer B °<^tuno. ob In dlesem 
BlutgettBe ^brJhend e nKB^ werden ' dB dio h,er Inflltrierenden, In Lymph- und 

Gewebsmanger^ «7X".n E* emTeWtsS gZ^^^ ^fT™"- OI " Anfert.gung d.r Schn^banotlgten 

sicher bawerten »u k6nnen a ' uu ' e ' 1i B en ' um «• einzelnen Tumorreglonen unterschledlichen Fluorawembllder 

SpToS^ d " B W,,,Ch0n d0 " Wochemischen Steroldhormon- 

wu? d P . b^obacZ da^ Nochwc " k """> Ober.in.t.mmung be.taht V.o.mehr 

»— bis.ocb^^ 
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Bindungsproteinen fur Steroidhormone, deren Auffinden in Korrelation zu klin!schen Befunden dor 
Mammakarzinompatientinnen und Ihrer Reaktion auf hormontherapeutische MaQnahmen steht. Wie balm blochemlschen 
Estradiolrezeptortest kann auch die Spezifitfit des fluoreuenzhistochemlschen Nachwelses von Steroldhormon- 
Bindungspr oteinen d'jrch Kompetittonsversuche gesichert warden. Auf diese Weisa 1st as m&gltch, unspezifische 
Bindungsstellen, dia z. B. an Proteinen dar Bindegewebsstrukturen oder nakrotischen Gawebsbaralchan vorhanden sind. von 
den spezifischen Bindungsprotelnen, deren Fluoreszenz vollstfindig ausgel&scht warden kann, zu unterschelden. Alt 
Kompetitorsubstanzen sind Verbindungen geeignet, die entweder aufgrund ihrer einem Steroldhormon flhnlichen molekularan 
Struktur ain h6heres Bindungsvermftgen an die Rezeptorbfndungsstellen besltzen, odar solche, die bai der Vorlnkubatlon dar 
Gefrierschnitte als Inhibitoren wirken, wenn sie in hdherer Konzentration els die Steroidhormon-RSA-Ruoreszenzfarbstoff- 
Konjugata fingewendot werden. 

Steroidfihnliche Struwtur we i sen beispielsweise die synthetischen Estrogene Tamoxlphcn (t) und Diethylstilbestrol (II) auf. Belde 
Verbindungen sind jedoch wasserunldsliche Substanzen. Ihre L6slichkeit In einem wfiBrigen Puffersystem raicht nlcht aus, um , 
aine deutliche und damit beweiskrfiftige Hemmung der Fluoreszenzmarkerbindung zu bewirken. Um die Ldstichkeit r J 
verbessern, werden deshalb fur Kompetitionsversuche schwach alkoholische oder glyzerlnhaltige Puffarldsungan verwendet 
(S.H. Lee: The Histochemistry of Estrogen Receptors, Histochemistry 71 (1981 ). 491-500). Hlerbai treten jedoch Schwlerlgkelten 
durch Denaturierung der Schnittoberflache als Folge der Atkoholwlrkung auf. so daB auch die Bindungsfflhlgkait der 
Rezeptorproteina verlorengeht. Eine schwache Hemmung wlrd durch Verwendung von 17^Estr8diol-6-(o-carboxymethyl)-oxim (HI) 
srzielt, eine noch bessore Blockierung kann man mit dam wassert6slichen 1 70-Estradlol-6-CMO-RSA-Konjugat erjelchen. Dlasar 
Kompetitor unterscheidet sich von der Testsubstanz also lediglich dadurch, daS er keinen Fluoreszenzfarbstoff enthfllt. 
Zusammenfassend wird festgestellt. daQ es zum gegenwflrtigen Zaitpunkt kelne befriedigende Ldsung fur die aufgezeigte 
Problemstellung gibt. Das macht verstandlich, warum kommerzielle Testbestecke zum fluoreszenzhistochemlschen Nachwals 
von Steroidhormon-Bindungsproteinen gegenwfirtig noch ohne Kompetitorsubstanzen angeboten warden. 



Ziel dar Erflndung 

Das Ziel der Erfindung 1st es, das als Kompetitor geeignete synthetische Estrogen Diethylstilbestrol (DES) wassertdslich zu 
machen, ohne daS dabei seine Eigenschaft, mit dem Steroidhormon-Bindungsproteln der Karzlnomzellen bereits In relatlv 
geringer Konzentration eine spezifische Bindung einzugehen, verlorengeht. 



Dariegung des Wetens dar Erflndung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Hersteltung eines wasserldslichen DiethylstllbestroNKonjugates 
anzugeben, be! dem kein Verlust des spezifischen BIndungsvermdgens gegenOber Steroidhormon-Bindungsprotelnen eintritt. 
Das erfindungsgematte Verfahren 1st dadurch gekennzelchnet, daQ 

— y-Brombuttersflureethylester mit uberschusslgem DES (II) Obor wasserfrelem Keliumkarbonat zu einem DES- 
ethoxycarbonylpropylether (IV) kondensiert, 

— eine gr dfiere Zahl von DES-Sfiureresten nach der Mischanhydrldtechnik an die frelan Amlnogruppen eines Trflgerproteins, 
z. B. eines Rinder- oder Humanserumalbumins oder andoren geeigneten Serumprotelns, gekoppelt wlrd. 

Das molare Verhfiltnls der durchschnittlich an ein RSA-MolokOI gekoppetten DES-Reste hflngt davon ab # In welchem 
stGchiometrischen Verhfiltnls DES-Sfiure und RSA bel dor Kopplungsreaktion eingesetzt werden. Es kann durch 
spektralphotometrische Messung von DES-RSA-Kon]ugat!6sungen und RSA-LOsungen gleicher Konzantratlon bel elner 
Wellenlfinge von 272,5 nm, dem Minimum des RSA-Spektrums, bestimmt werden. Die gemessenen Extlnktionsdlfferenzen 
werden auf DES-Sfiurofe = 1 1 890) bezogen. Die obere Grenze liegt etwa bel 45 DES-Resten pro RSA-V.olokOI. 
Es wurde gefunden, dad ein DES-RSA-Konjugat mit durchschnittlich 25 bis maximal 40 DES-Resten pro RSA-MolekOt optlmale 
Ei'jM,,!>cnaf;or n«r "om^t ; t (J i tw,; m Huzrz szcrrMrto^nr^chen Nachweis von Steroldhormon-Blndungsprotelnen aufwelst. 
Noch in einer Konzentration von 10~ R M in phosphatgepufferter kochwalrlosung wiiJ cine •:?*nplette Hemmung der 
anschliefcenden Fluoreszenzmarkiorung orzielt. Die Hommwirkung ist abhfingig vom molaren Verhfiltnis der auf RSA 
entfallenden DES-Reste. Ein Konjugat mit w«nlger als 15 DES-Resten pro RSA-MolekQI Ist zwar sehr gut wesserloellch, bet der 
angegebenen niedrigen Konzentration Ist die Blockierung jedoch nlcht vollstandig. Enthfllt das Konjugat mehr als 
durchschnittlich 40-42 DES-Reste pro RSA-Molekul, ist die Hemmung zwar total, aber die Wasserldslichkelt wlrd durch den 
hohen DES-Anteil wesentlich verrlngert, so da& sich Schwierigkeiten bel der praktlschen DurchfOhrung des Kompetltlonsteste* 
ergeben. 

Die Arbeitsschrltte beim fluores/enzhlstochomischen Kompetltlonstest mit dem DES-RSA-Konjugat sind die glelchen wie bel 
dem bekannten und beschrlebenen Rezeptorsuchtost mit Estradiol-RSA-FITC-Konjugat: Dto getrockneten, 8-1 0^m dicken 
unfixlerten Kryostatschnitte wet tiwt . ^um Ztvcc 1 :* der Rehydratation zunfichst mlt wenigen Tropfen oiner 2%tgen RSA-LGsung In 
phosphatgepufferter Kochsalzl6sung vom pH-Wert 7,6 (PBS-Puffer) benetzt und dabei etwas bowegt, um aine nlelchmflBlge 
Vertnilung der aufgetregonen L&sung zu erzlelen. Schon nach en. 1 Minute werden sie mit PBS-Puffer wleder abgewaschen. 
Nunmohr werden die Gowebsschnitto mlt jeweils 0,15-0.20ml der KompetitortGsung bodeckt, deren Konzentration 3-5mg/ml 
DES-RSA-Konjugat in phosphatgepufferter Kochsalzldsung betrflgt, und 2 Stunden in einer feuchten Kammer Inkublert. Zur 
Entfernung der Oberschusslgen Kompetitorldsung wlrd danach grOndlich mlt PBS-Puffer gespOtt. Der 
fluoras/enrhlstochemtsche Nachweis von Steroldhormon-Blndungsproteinen sowfa die ftuoreszanzmlkroskoplsche 
Auswerlung werden anschlie&end In bekannter Welsa ausgefuhrt. 



AusfOhningsbetsplet 

Es soli ein DES-TrAgorproteln-KonjugM hergestellt werden, bei dem als Trflgerproteln Rinderserumalbumln (RSA) eingesetzt 
wlrd uml das etwa 25 DES* Rout ft pro RSA-MotekOI aufweist. 

Der von DES- au<gnhende Synthwieweg 1st dreistufig und verffluft uber die Zwlschenprodukle DES^hoxyf»rix>rn/tpropylelher(rV) 
und DES cattHixypropylether (V). 
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DES-«thoxye«rbonvfpropytottMr 

aich d.bel Ka.iumbromld »b. Nach AbkOhlun fl K Z 5, * 9 " kOCht - *" dM G^«wandur B «h«W« 
1™™'»^ntfem U ngvonn. C h. U mg^^ 

DES-monoether IV. " "roiumwiw wlrd der Ether abgedunstet. Oer •Impose ROcfcttandenthatt dsn 

DES^arfoexypropyfattMr 

Ausbeute: 1,28 0 (38,8% der Theorie) 

DES-RSA-KonJoflrt mrt rfurchtchnrttfich » DES-*W«t#n/RSA 

^^^^ 
^^^^ 

M.schanhyrid. 1 Std. be. 6«C .m Kuh.schr.nkl iSZSStZ Q-W«eNm UmachOtteln «„ B ..dun B d« 

PH-Wert von 7.0 e.nge«.e.rt. d.nn 2nd I nach rnttTwm £12™ « ' """"T* d '* * Un * Ch ' , m,t 1 N NaOH a «< 

und danach ebenf.ll, auf 6'C abgekuhl. wurde Vor laX^lSS T Ve ™ e «' n J unmehr auf PH-Wert von 8.5-9.5 gebracht 

NaOH wieder auf 8,5-9,5 gebracht. Elne Slunde nach^der letrten Zuaabe wlrd dar nMM/*!* ^^"'" osun 0 8«priMl und ml* IN 

Reaktlonsreit betragt 2 Stunden, doch kann daa RaaktlonJoS.h ° k ^ t ^,* Wert nOCh e,nmal k °"<'olllert. Die 

DieAufarbeltunoarfolot^wec^ 

verwendet. der In alnen m |, w.aser 0 afO||,en uSSSXndL ««™^^ flro&eren Durchmeaaer. (etw. 45mm) 

D-™chw'rdd«.F.u. 8 |gk..,^^ 

D.alysierach.auches (Sarva. He.de.bera BRDI w «Tin«i . , » 08 CB< 15cm ,an 0 en und 1 «" bralten Waking- 

W.saer entfernt. D.nn w.rd JE /oSfme fw2,e ^.^aa.nif "?? * a, V«'«baren Antel.en warden durch SpO.en ml, 

ga.lert.rtlg f e », wlrd. Urn .hn v^uS^Z^TX^r Su.kS' ^"^T ROckrta »<* Dlaryaler^hlauch 

In einem Kristalli.lerschelch.n wlrd die gXrtartlaa ^M^^t £S^^ au, 8 Mth "'"«" <«• Mambran abgerogan. 

Srirtflrau , rtnlich ^ 

Ausbeute: 3,67g <82,6«Hi der Theorie) 

Vor Jeder nouon Zugabo wird dor pH-Wert kontrolMort u«Sl m ? Wn ? Um8ch *»"»<«" ««• HSA-tosung plpettlert. 
•inn-l.Nl. Nach mlndos.on, zJ*^^^^?!^ 1*°°° " " N "° H Wi0dW auf da " Ausg.ngswlrt 

Vakuumdialyse aufgearbeitot Das nach Lvonh 5 ! T 0b * n » n 0«0 eb «"«»" Welse mittels Dlaryae und 

braun.ich gefarb,. Durch -iS-SS^^ «""•'«•". •Conjuga, war g.lb.lch. 

HSA MolekOI gefunden. "ometriicrni Mes.ung wurde aln Verhaltnls von durchachnlttllch 38.9 DES-Reaten pro 

Ausbeute: 2.85g (88.3N der Theorie) 



